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© Die vorliegende Erfindung betrifft ein biologisches, zu- 
mindest teilweise in vitro hergestelltes Gelenkkonstrukt, 
das wenigstens ein biovertragliches Tragermaterial, 
Knorpelgewebe und Knochengewebe umfaIXt, wobei 
Knorpel- und Knochengewebe test miteinander verbun- 
den sind. Die Erfindung betrifft aufterdem ein Verfahren 
zur Herstellung dieses Gelenkkonstrukts. Ein weiterer 
Aspekt der Erfindung ist Knochengewebe, dastransfizier- 
te Zellen enthalt, sowie ein Verfahren zu seiner Herstel- 
lung. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betriffl ein biologisches Gelenkkonslrukt und Verfahren zu seiner Herstellung sowie Kno- 
chengewebe, das transfizierte Zellen enthalt und Verfahren zu dessen Herstellung. 
5 Gelenkdefekte konnen bislang chirurgisch nur durch Gelenkresektion, Gelenkversteifung, alloplastischen Ersatz mit 
Kunststoff- oder Metallimplantaten bzw. Materialkombinationen daraus, Oder durch biologische Implantate behandelt 
werden. Alloplastische Implantate werden jedoch nicht integriert und lockern sich unter Belastung. Als biologisches Im- 
plantat konnen nur Frerndgewebe, beispielsweise Kniegelenke als sogenannle Allotransplantate verwendet. werden. 
Fremdgewebeverpflanzungen erfordern eine lebenslange Immunsupression mit Gefahren der Weichteiltumorentstehung. 

10 Ein autogener biologischer Ersatz kann bisher nur teilweise durch Einzelkomponenten erfolgen. Neben den bekannten 
chirurgischen MaBnahmen beinhalten wissenschaftliche Ansatze gegenwartig die Rekonstruktion kleiner Knorpelde- 
fekte durch eine Knorpelzelltransplantation mit einem Knochenhautlappen (Brittberg-Methode). Es gab verschiedene 
Ansatze, Einzelkomponenten zu rekonsfruieren: 

Das US-Patent 5,053,050 beschreibt Zusammensetzungen zur Reparatur von Knorpel oder Knochen, wobei Knorpel- 

15 oder Knochenzellen in eine biologische, resorbierbare Tragersubstanz eingebracht werden, welche Serum, Fibrinogen 
und Thrombin enthalt. Die US-Anmeldung 5,041,138 beschreibt ein Verfahren zur Herstellung einer Knorpelstruktur 
durch Besiedelung einer Tragersubstanz mit Knorpelzellen. In ahnlicher Weise betrifft die US-Anmeldung 5,786,217 ein 
Verfahren zur Herstellung eines vielzelligen Knorpelkonstrukts, worin Knorpelvorlauferzellen auf ein Tragermaterial 
aufgebracht. werden und durch weiteres Kultivieren differenzieren und Knorpelsubstanz bilden. Das US-Patent 

20 5,736,372 beschreibt eine polyrnere Tragersubstanz, die Chondrozyten enthalt und geeignet ist, urn in vivo Knorpelstruk- 
turen zu bilden. Es ist bekannt, daB bestimmte Wachstumsfaktoren die Proliferation von Zellen verschiedenster Art sti- 
mulieren konnen. Die internationale Anmeldung WO 95/226 11 beschreibt Verfahren und Zusammensetzungen zum 
Gentransfer in Knochenzellen in vivo, insbesondere zum Gentransfer von osteotropen Genen, die das Wachstum von 
Knochen vorlauferzellen in vivo stimulieren sollen. 

25 Bislang sind also erfolgreich lediglich Einzelkomponenten rekonstruiert worden, zum Beispiel Knochen oder Knor- 
pel. Biologische Einzelkomponenten konnen komplexe. meist osteochondrale Defekte aber nicht ausreichend rekonstru- 
ieren. Ungelost ist nach wie vor die Rekonstruktion kornplexer Gelenkstrukturen bzw. der komplette biologische Gelenk- 
ersatz mit Knochen-, Knorpel-, Kapsel- und Bandanteilen. 

Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein vorteilhaftes biologisches Gelenkkonstrukt zur Verfiigung zu stel- 

30 len. 

Diese Aufgabe wurde durch das erfindungsgemaCe biologische, zumindest teilweise in vitro hergestellte Gelenkkon- 
strukt gelost. Im Rahmen dieser Anmeldung bedeutet "in vitro", daB ein ProzeB auBerhalb des tierischen oder menschli- 
chen Korpers stattfindet. Dazu zahlt auch die sogenannte "ex vivo"-Manipulation von Zellen, also das Kultivieren von 
isolierten Zellen, ihre Vermehrung und Veranderung. Es handelt sich aber nicht um ein im menschlichen oder tierischen 

35 Korper natiirlich gewachsenes Gelenkkonstrukt. Das erfindungsgemaBe Gelenkkonstrukt umfaBt wenigstens ein biover- 
tragliches Tragermaterial, Knorpelgewebe enthaltend Chondrozyten und/oder Chondroblasten und Knorpelsubstanz, 
Knochengewebe enthaltend Osteoblasten und/oder Osteocyten und Knochensubsianz, wobei Knorpel- und Knochenge- 
webe fest miteinander verbunden sind. 

Tragermaterialien sind Materialien, die keine zytotoxischen Etfekte besitzen, die die Anhaftung von Zellen ermogli- 

40 chen und die Proliferation und Differenzierung der Zellen zu gewebesynthetisierenden Zellen erlauben. Weiterhin sollte 
das Material einen stabilen, physiologischen pH-Werf aufweisen. Zur Analyse dieser Kriterien konnen folgende Unter- 
suchungen durchgefuhrt werden: 

Durch Elektronenmikroskopie kann die Oberflachentopographie des Materials analysiert werden und die Anhaftung der 
Zellen uberpriift werden. Stoffwechseltests, beispielsweise der XTT-Test (cell proliferation kit, erhaltlich von Roche 

45 Diagnostics, Mannheim) liefern eine Aussage iiber die Proliferation der Zellen durch Messung ihrer Stoffwechselaktivi- 
tat. Damit kann ein zytotoxischer Effekt ausgeschlossen werden. Durch histologische Methoden konnen die gewebety- 
pischen Matrizes von Knorpel, Knochen oder Kapsel nachgewiesen werden. Die gewebetypische Matrix kann auch 
durch immunhistochemische Verfahren bestimmt werden. 

Fur Knorpelgewebe werden als Tragersubstanz bevorzugt schwammartige Vliese. viskose, gelierende und sich verfe- 

50 stigende Gele oder netzartige Fadengewebe eingesetzt. Als biologische Varianten kommen dabei Fibrin-Thrombin-Kom- 
plexe, Kollagengele oder Alginate in Betracht. Als synthetische Materialien sind Kollagen, Hydrogele oder viskose Po- 
lyrnere denkbar. Sollen fur Knorpel vliesartige Tragermaterialien verwendet werden, so konnen als biologische Variante 
Kollagenyliese und als synthetische Varianten Polylactid, Polyglycolid oder Polyurethan verwendet werden. 

Die Tragermaterialien fur Knochen weisen in der Regel eine fesle, fonnbare bzw. bearbeitbare, dreidimensionale po- 

55 rose Struktur auf (Porositat ca. 80-90%), wobei die Porcn untcrcinandcr verbunden scin konnen. Die Oberflachentopo- 
graphie sollte leicht gerauht sein. Tragersubstanzen konnen im wesentlichen aus Kollagen, Calciumphosphat oder Fibrin 
bestehen. Sie konnen jedoch auch aus synthetischen Polymeren bestehen. Als Knochen-Tragermaterialien konnen fol- 
gende stabile, dreidimensionale, porose Materialien verwendet werden: humaner oder animaler spongioser Knochen, 
gesinterter Knochen, Korallenmatrix, demineralisierte Knochenmatrix (biologische Varianten), Calciumphosphat- Ver- 

60 bindungen, Polylactid, Polyglycolid, andere Polyrnere (synthetische Varianten). Als viskose, gelierende und sich verfe- 
stigende Gele sind folgende Materialien einsetzbar: Fibrin-Thrombin-Komplexe, Kollagengele, Alginate (biologische 
Varianten), Hydrogele, viskose Polyrnere (synthetische Varianten). Die Knochen-' IrUgermaterialien konnen weiterhin 
mit Haftmolekiilen beschichtet sein, die die Anheftung von Zellen erleichtern. Solche Haftmolekule sind bevorzugt Fi- 
bronektin oder Laminin. Wesentlich ist, daB keine AbstoBungsreaktionen gegen die Tragermaterialien in dent Empfan- 

65 gerorganismus auftreten. 

Fur Kapselkomponenten sind bandformige Gewebenetze oder Vliese geeignet. Als Tragermaterialien zur Herstellung 
von Bandkomponenten sind allgemein membranartige synthetische resorbierbare Fasermaterialien einsetzbar, beispiels- 
weise Polyglactin, Polyglycolsaure, Polymilchsaure oder Hyaluronsaure. 
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Die Tragermateri alien fur Bandkomponenten konnen auch als Tragermaterialien fur Kapselkomponenten verwendet 
werden. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung von Spongiosa als Tragermaterial der Knochen- 
komponente. Uberraschenderweise wurde gefunden, daB Spongiosa sehr gut geeignet ist, um Knochenvorlauferzellen 
zur Synthese von Knochensubstanz anzuregen. Vorzugsweise handell es sich dabei um aulokJavierte, humane, allogene 5 
Spongiosa, die aus Huftkopfen gewonnen wird. Am bevorzugtesten wird das Material aus Huftkopfen gewonnen, die 
durch Wasserstrahl und Ultraschallbehandlung von losem Stroma gereinigt werden. AnschlieBend erfolgt Autoklavie- 
rung bei 134°C und 2,5 bar zur Sterilisation. Das Material ist steril, nicht immunogen, resorbierbar und besteht aus Hy- 
droxylapatit und denaturiertem Kollagen Typ 1. 

Das in dem erfindungsgt maBer < i ..ikkonstrukt enthaltenc Knorpelgewebe enthalt Chondrozyten und/oder Chondro- 10 
blasten und Knorpelsubstanz. Unter Knorpelgewebe ist ein aus Knorpelzellen (Chondrozyten) und - verschiedener - 
Grundsubstanz und verschiedenen Faserarten bestehendes viskoelastisches, gefafi- und nervenloses Stiitzgewebe zu ver- 
stehen. Unter Knorpelsubstanz ist die Grundsubstanz zusammen mit den verschiedenen Faserarten zu verstehen. Die 
Grundsubstanz enthalt Glycosaminoglykane und Proteoglykane, vorzugsweise Hyaluronsaure, Chondroitinsulfat und 
Keratansulfat. Weiter sind Proteine und Mineralbestandteile entlialten. Ms Faserarten konnen elastische Fasern. kolla- 15 
gene Fibrillen oder kollagene Fasern vorkommen. 

Unter Knochengewebe ist ein Gewebe zu verstehen, das aus Knochenzellen, kollagenen Fasem und einer verkalkten 
Grundsubstanz besteht. Knochensubstanz im Sinne der Anmeldung umfaBt Kollagen, Glycosaminglykane und Proteo- 
glykane, sowie anorganische Substanzen, hauptsachlich Calciumphosphat, das in Form von Hydroxylapatit-Kristallen 
auftritt. 20 

ErfindungsgemaB sind Knorpelgewebe und Knochengewebe des Gelenkkonstrukts fest miteinander verbunden. Dabei 
ist das Tragermaterial des Knochens mit der neuen Knochensubstanz verzahnt, es ist auch teilweise in die Knorpelkom- 
ponente integriert. Es liegt also keine scharfe Trennflache zwischen Knochen- und Knorpelgewebe vor, vielmehr wird 
durch Verzahnung und Interdigitation eine feste Verbindung erreicht. Bevorzugt wird dies dadurch erreicht, daB das Kno- 
chengewebe eine rauhe bzw. porose Oberflache aufweist, in die das Knorpelgewebe einwachsen kann. 25 

Die in dem Gelenkkonstrukt enthaltenen Knochen- und Knorpelzellen sind vor der Herstellung des Gelenkkonstrukts 
nach ublichen Methoden isoliert worden. Es konnen auch Vorlauferzellen isoliert werden, die erst wahrend Kultur in vi- 
tro zu Knochen- oder Knorpelzellen differenzieren. 

Vorzugsweise weist das Gelenkkonstrukt eine anatomisch sinnvolle Form auf, beispielsweise besitzt es eine Gelenk- 
seite, deren Oberflache aus Knorpelgewebe besteht und die Kontakt zu einem anderen Gelenkteil haben kann, und es be- so 
sitzt eine Ankerseite, die zum Teil aus Knochengewebe besteht und die zur Verankerung des Konstrukts in einem Kno- 
chenschaft dienen kann. Die Ankerseite ist vorzugsweise in der Form eines zylinderformigen Zapfens ausgebildet, der 
besonders gut in einem Knochenschaft verankert werden kann. Die Gelenkseite besitzt besonders bevorzugt eine kon- 
kave oder konvexe Oberflache. Es sind aber auch andere Gelenkkonstruktformen denkbar, je nach Art des Gelenks, fur 
dessen Reparatur das Konstrukt verwendet werden soli. 35 

Die erfindungsgemaBen Gelenkkonstrukte konnen ebenfalls wenigstens eine Bandkomponenie aufweisen. Die Band- 
koinponente besteht beispielsweise aus einem strangionmgen, faserartigen oder membranosen Biomaterial. Sie kann an 
Bandverbindungsstellen der Knochenkomponente des erfindungsgemaBen Gelenkkonstrukts befestigt werden. Mogliche 
Befestigungsarten sind biologische Klebung, beispielsweise durch Fibrin-Thrombin-Komplexe, unterstiitzende, transos- 
sare Naht oder der Durchzug durch die Knochenkomponente in einem Knochenkanal. 40 

Eine weitere Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung besteht in einem biologischen Gelenkersat/., der wenig- 
stens zwei Gelenkkonstrukte umfaBt. Zwei Gelenkkonstrukte konnen dabei mit ihren knorpelbeschichteten Gelenkseiten 
Kontakt zueinander haben, wahrend die voneinander abgewandten Ankerseiten in zwei verschiedenen Knochenschaften 
verankert werden konnen. Dieser Gelenkersatz wird vorzugsweise weiter durch Anbringung von wenigstens zwei Band- 
komponenten stabilisiert. SchlieBlich kann ein derartiger biologischer Gelenkersatz auch eine Gelenkkapsei aufweisen. 45 
Dazu wird ein membranoses Biomaterial an Kapselverbindungsarealen der Knochenkomponente entweder durch biolo- 
gische Klebung oder durch Naht befestigt. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auBerdem ein Verfahren zur Herstellung eines biologischen Gelenkkonstrukts. Die- 
ses Verfahren umfaBt die Bereitstellung einer Knochenkomponente, die Bereitstellung einer Knorpelkomponente, die 
Verbindung dieser beiden Komponenten sowie die Ziichtung des resultierenden Konstrukts in vitro. so 

Die Bereitstellung der Knochenkomponente erfolgt durch Besiedelung eines biovertraglichen Tragermaterials mit 
Osteoblasten. Als Tragermaterialien kommen die obengenannten Tragermaterialien fiir Knochen in Betracht. Vorlaufer- 
zellen von Osteoblasten konnen durch kleine Knochenbiopsien des Beckens, Brustbeines, des Schadels und Kiefers oder 
von Rohrenknochen gewonnen werden. Aus den Knochenproben wird das lose Stroma herausgesptili und nach Zenlrifu- 
gation in einer Kulturflaschc ausplatticrt. Die festen Knochcnantcilc konnen cbcnfalls in Kultur gcbracht werden, da 55 
hieraus durch Migration weitere Zellen gewonnen werden konnen. Die auswachsenden Zellen werden im subkonfluenten 
Stadium gesplittet und zwei- bis dreimal passagiert. Alternativ zu Knochenproben konnen auch Aspirate von Knochen- 
mark aus dem Becken oder aus dem Brustbein verwendet werden. Die Aspirate werden in Heparinmedium gespult, 
durch einen Dichtegradienten zentrifugtert, um rote Blutkorperchen abzulrennen und schheBlich in einer Kulturflasche 
ausplatticrt. Der osteoblastische Phanolyp der Zellen in Kultur kann durch Nachweis der knochenspezifischen Proteine 60 
Alkalische Phosphatase und Osteocalcin im Kulturmedium uberpruft werden. Immunhistochemische Farbungen von 
Kontrollkulturen sind ebenfalls denkbar. 

Vorzugsweise wird das Knochentragermaterial durch eine Knochenzellsuspension in einer Aspirationskammer besie- 
delt. Ublicherweise wird das Knochentragermaterial vor der Besiedelung durch Knochenzellen in anatomisch sinnvoller 
Weise geformt. Beispielsweise fiihrt die Formgebung zur Ausbildung einer Gelenkseite, die zur Aufnahme einer Knor- 65 
pelflache dienen soil und zur Ausbildung einer Ankerseite, die der Verbindung mit einem Knochenschaft dienen soil 

Chondrozyten werden bevorzugt aus Biopsien von Knorpelgewebe des Ohres, der Rippe und der Gelenke durch en- 
zymatische Auflosung gewonnen. Durch Beimpfung von Biomaterialien wie Kollagenschwammen und Fibrinkleber 
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konnen die Zellen organotypisch weiter vermehrt werden. Dadurch wird auch vermieden, daB sich die Zellen zu Fibro- 
blasten entdifferenzieren. Der chondroblastische Phanotyp bleibt erhalten. Zur Bereitstellung der Knorpelkomponente 
kann nun eine Suspension von Chondrozyten hergestellt werden entweder in einem fliissigen Medium oder in einem gel- 
artigen Material. Beispielsweise konnen Knorpelzellen in der Thrombinkomponente eines Fibrinklebers suspendiert 
5 werden und nach Mischen mit der Fibrinogenkomponente in eine bestimmte vorgefertigte Kulturform gegossen werden. 
Dadurch entsteht ein festes Gebilde, das mit Kulturmedium iiberschichtet wird und im Brutschrank gezuchtet wird. Al- 
ternativ konnen auch biovertragliche Tragersubstanzen durch Knorpelzellen besiedelt werden. Beispielsweise werden 
Schwamme aus Kollagen mit Chondrozyten angeimpft. Die angeinipften Kollagenyliese konnen im Brutschrank kulti- 
vierl werden. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung werden Knochen- und Knorpelkomponente getrennf. 

10 voneinander hergestellt und getrennt kulu'viert. Nachdem die jeweiligen Zellen ausreichend Gewebe gebildet haben, 
werden Knochen- und Knorpelkomponente durch Fibrinklebung miteinander verbunden. Es ist wesentlich fur die Erfin- 
dung, daB bei der Verbindung von Knochen- und Knorpelkomponente das Tragermaterial der Knochenkomponente in 
den Knorpel integriert wird. Das resultierende Konstrukt kann nun in vitro kultiviert werden, so daB die Zellen zur An- 
heftung und zur Synthese ihrer gewebespezifischen extrazellularen Matrix stimuliert werden, dadurch wird eine biologi- 

15 sche Vernetzung der zusammengesetzten Komponenten erreicht. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung werden Knochen- und Knorpelkomponente nicht se- 
parat hergestellt und kultiviert. Vielmehr wird wahrend des Abbindens des Fibrinklebers bei der Herstellung der Knor- 
pelkomponente das Tragermaterial der Knochenkomponente, das noch nicht durch Osteoblasten besiedelt worden ist, in 
die Knorpelschicht gedruckt, so daB es test eingebunden wird. Die Besiedelung durch Osteoblasten erfolgt erst spater. 

20 Eine weitere Ausfuhrungsform der Erfindung umfaBt auch die Herstellung einer Bandkomponente aus faserartigen 
Materialien und Fibroblasten. Dabei konnen Fibroblasten aus Suspension auf bandformige Materialien geimpft werden 
und im Brutschrank kultiviert werden. Ahnlich dazu konnen Ausfuhrungsformen die Herstellung auch einer Kapselkom- 
ponente aus faserartigen, membranosen Materialien und Fibroblasten umfassen. 

Weiterhin kann das erfindungsgemafie Verfahren das Anbringen von Bandverbindungsstellen oder Kapselverbin- 

25 dungsarealen an dem Tragermaterial der Knochenkomponente umfassen. Daran konnen Gelenkbander bzw. Kapselkom- 
ponenten befestigt werden. Bandkonstrukte werden bevorzugt dadurch mit der Knochenkomponente verbunden, daB das 
Bandkonstrukt durch einen Bohrkanal in der Knochenkomponente hindurchgezogen wird. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung von Knochengewebe, wonach Knochen- oder 
Knochenvorlauferzellen isoliert werden, diese Zellen durch nicht-viralen Gentransfer mit einem Wachstumsfaktorgen 

30 transfiziert werden und zur Besiedelung eines biovertraglichen Tragermaterials benutzt werden. Das enistehende Kon- 
strukt wird schlieBlich in vitro weitergezuchtet. Gegebenenfalls werden die isolierten Zellen vor der Transfektion in vitro 
vermehrt. Die Transfektion kann stabil sein, bevorzugt ist jedoch eine transiente Transfektion. Die Transfektion kann 
nach verschiedenen Methoden erfolgen. Beim Partikel-vermittelten Gentransfer werden Zellen durch eine sogenannte 
Genkanone (gene gun) mit Plasmid- oder nackter DNA-beschichteten Goldpartikeln beschossen. Alternativ dazu kann 

35 die Transfektion durch Elektroporation vorgenommen werden. Die bevorzugte Transfektionsmethode ist jedoch die Li- 
pofektion. Bevorzugt werden dabei die Reagenzien Transfectam® (erhaltlich von der Firma Promega), Fugene® (erhalt- 
lich von der Firma Roche Diagnostics) und Escort® (erhaltlich von der Firma Sigma) verwendet. 

ErfindungsgemaB werden die Zellen mit wenigstens einem Wachstumsfaktorgen transfiziert. Ein Wachsiumsfaktor 
oder Cytokin im Sinne der Erfindung ist eine Verbindung, die die Proliferation und/oder Differenzierung von Zellen sti- 

40 mulieren kann. Die meisten Wachstumsfaktoren sind Proleine oder Peptide, so daB Gene, die fur diese Proteine oder Pep- 
tide kodieren, transfiziert werden konnen. Bevorzugt sind diese Gene in Plasmide eingebaut, die zusatzliche regulatori- 
sche und Konlrollsequenzen enthalten, um die Expression des Gens zu gewahrleisten. Zu diesen zusatzlichen Sequenzen 
zahlen ein Replikationsursprung, eine Promotorsequenz, am bevorzuglesten abgeleitet vom Cytomegalievirus (CMV), 
gegebenenfalls eine Kozaksequenz, ein Polyadenylierungssignal, gegebenenfalls ein Gen, das Resistenz gegen ein Anti- 

45 biotikum vermittelt. GemaB der Erfindung konnen auch Nucleinsauren transfiziert werden, die nur fur ein Fragment eines 
Wachstumsfaktors kodieren, das aber die Aktivitat eines Wachstumsfaktors besitzt. 

Mogliche Wachstumsfaktoren, deren Gene transfiziert werden konnen sind "basic fibroblast growth factor" (bFGF), 
"insuline-like growth factor" (IGF I, II), "platelet derived growth factor" (PDGF-AA, -AB, -BB), "bone morphogenetic 
proteins" (BMP-1 bis BMP-20), "vascular endothelial growth factor" (VEGF), Faktor XD3 (F XHI), "transforming 

50 growth factor p" (TGF-fi) und andere osteotrope Faktoren. Bevorzugt wird jedoch das Gen transfiziert, das fur epiderrna- 
len Wachstumsfaklor kodiert (EGF). 

In einer besonderen Ausfuhrungsform der Erfindung wird das biovertragliche Tragermaterial nicht nur mit transfizier- 
ten Zellen, sondern auch mit nicht transfizierten Zellen besiedelt. Die isolierten Zellen konnen verschiede Knochenzellen 
oder Knochenvorlauferzellen sein, bevorzugt sind es jedoch stromale Zellen. 

55 AuBcrdcm bctrifft die Erfindung Knochengewebe, das wenigstens cin biovcrtraglichcs Tragermaterial und Osteobla- 
sten enthalt, die in vitro durch nicht-viralen Gentransfer mit einem Gen, das fur einen Wachstumsfaktor kodiert, transfi- 
ziert worden sind. Bevorzugte Ausfuhrungsformen betreffen Knochengewebe, die nach einem der oben beschriebenen 
Verfahren zur Herstellung von Knochengewebe mit Hilfe von transfizierten Zellen hergestellt wurden. 
Das erfindungsgemaBe Knochengewebe hat zwei wesentliche Vorteile. 

60 Zum Einen werden nicht-transfizierte Zellen durch die sezernierten Wachstumsfaktoren parakrin zur Proliferation an- 
geregt. Das hat nicht nur eine verbesserte Besiedelung der Tragermaterialien wahrend der in vitro-Phase zur Folge, son- 
dern auch eine verbesserte Einbindung des Gewebes nach Implantation. Das Knochengewebe stellt dann in vivo Wachs- 
tumsfaktoren zur Verfugung, ist also ein "zellulares Wachstumsfaktor-Liefersystem". Dabei treten die von anderen Ver- 
fahren bekannten Nachteile nicht auf: Es werden keine Zellen auBer den gewunschten transfiziert. Es sind keine Risiken 

65 zu befurchten, die mit viralen Methoden einhergehen. Es miissen nicht wiederholt Dosen von rekombinantem Wachs- 
tumsfaktorprotein appliziert werden, da die Sekretion "physiologisch" erfolgt. Bei direkter Gabe von Wachstumsfaktor 
bestehen auch die Risiken biologischer Inaktivitat oder mangelnder Reinheit des Proteins. 

Der zweite wesentliche Vorteil besteht darin, daB bestimmte Wachstumsfaktoren nach Implantation des Gewebes eine 
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GefaBneubildung induzieren konnen. Die GefaBneubildung ist eines der eritscheidenden Probleme beim "TissueEnginee- 
ring". Die Faktoren konnen somit zu einer verbesserten \&skularisierung des Konstrukts fuhren, was ein wesentlicher 
Vorteil fur die Eigenschaften des implanlierten Gewebes ist. 

Fig. la) zeigt die Fusion der Knorpelkomponente mit dem Tragennaterial des Knochens. Wahrend dem Verfesti- 
gungsvorgang der Knorpelkomponente wird das Tragennaterial der Knochenkomponente in das Knorpelkonstrukt ein- 5 
gedriickt. 

Fig. lb) zeigt das Anbringen der Bandkomponenten. Biologische Bandkomponenten konnen an den Bandverbin- 
dungsstellen integriert werden (hier durch transossaren Durchzug). Das Konslrukt hat eine Gelenkseite und eine Anker- 
seite fur den Einbau in den Knochen. 

Fig. 1c) zeigt Ansichten eines Knorpel-Knochen-Konstrukts. Das Tragennaterial der Knochenkomponente wurde mit to 
Osteoblasten besiedelt. Die Knorpelkomponente ist fest mit der Knochenkomponente Verbunden. Das Konslrukt hat eine 
anatomisch korrckie ] 'orm zum Gelenkersatz. Es weist eine Gelenkseite und eine Ankerseite auf. 

Fig. Id) zeigt die Integration des biologischen Gelenkkonstrukts in den Knochen. Darsteilung eines einseitigen Ge- 
lenkersatzes durch Einbau eines Knorpel-Knochen-Konstrukts ohne Bandverbindung in den Knochen. 

Fig. le) zeigt die Integration eines kompletten Gelenkersatzes mit Bandverbindung. Ein zweiteiliger Gelenkersatz 15 
wurde mit Bandverbindung in Knochen nach Entfemung des urspriinglichen Gelenks (hier Fingergrundgelenk) einge- 
setzt. Der biologische Gelenkersatz hat die korrekte anatomische Form. 

Fig. If) zeigt ein histologisches Schema nach Fusion der Knorpelkomponente mit dem Knochentragermaterial. Das 
Tragennaterial der Knochenkomponente (hier Spongiosa) wurde wahrend dem Verfestigungsvorgang der Knorpelzell- 
suspension (hier Fibrinkleber) in das Knorpelkonstrukt integriert. Es entsteht eine stabile Verbindung zwischen Knorpel- 20 
schicht und Tragennaterial des Knochens. 

Fig. lg) zeigt ein histologisches Schema eines Knorpel-Knochen-Konstrukts nach Synthese von Knochensubstanz 
durch Osteoblasten. Nach Besiedelung des in Fig. If) gezeigten Konstrukts mit Osteoblasten wurde neue Knochensub- 

^ Fig. Ih) zeigt ein histologisches Schema der Grenzflache zwischen Knorpel und Knochen. Die VergroBerung zeigt im 25 
Schema die Grenzflache zwischen der Knorpel- und Knochenkomponente mit dem Tragermaterial des Knochens. Es 
zeigt sich die Verzahnung des Tragermaterials mit der neuen Knochensubstanz und die Vemetzung des Knorpels mit dem 
Knochen. Das Tragermaterial ist teilweise in die Knorpelkomponente integriert. 

Die Erfindung wird durch nachfolgende Beispiele naher erlautert, wobei Tierversuche die Durchfuhrbarkeit der vor- 
liegenden Erfindung belegen miissen, da Experimente am Menschen aus ethischen Grunden nicht vertretbar erscheinen. 30 

Beispiel 1 

Isolierung von Chondroblasten 

35 

Es wird zunachst die Isolierung von Chondroblasten aus Kaninchen beschrieben. Diese Methode ist im Prinzip auf 
Menschen ubertragbar. 

Das Kaninchen wird durch eine Injektion narkotisiert. Die Haare werden im Operationsgebiet rasiert, die Haut desin- 
fiziert und steril abgedeckt. Uber dem knorpeligen Anteil der Rippe wird ein Schnitt von ca. 2 cm gesetzt. Der Rippen- 
anteil wird freiprapariert, etwa 1,5 cm Rippenknorpel einschlieBlich des Perichondrium werden herausgetrennt, Nach 40 
BIuLstillung und Spulung wird die Wunde durch Riickstichnahte verschlossen. AnschlieBend wird ein Spruhverband an- 
gebracht. 

Der autologe Rippenknorpel wird in sterile Ringerlosung (DAB 7-L6sung, erhaltlich von Fa. Delta Pharma) gegeben, 
die mit 200 IU/ml Penicillin und 20 ug/ml Streptomycin supplementiert worden ist. Der Knorpel kann in derLosung fur 
einige Stunden bei 4°C aufbewahrt werden. muB aber innerhalb von 6-8 Stunden bearbeitet werden. Das Knorpelgewebe 45 
wird mit einem Skalpell (20/22) unter sterilen Bedingungen auf eine GroBe von 1 -2 mm zerkleinen und in eine groBe Pe- 
trischale (130 x 15 mm) gegeben. Die Knorpelmenge wird gewogen. 

AnschlieBend werden 50 ml 2 mg/ml Kollagenase in HAM's F12-Medium (Hepes-Modifikaiion, mit 100 IU/ml Peni- 
cillin, 100 ug/ml Streptomycin) in die Petrischale mil den Knorpelstuckchen gegeben. Es folgt fur 16-24 h Inkubation im 
Zellkullur-Brutschrank. ' 50 

Die Knorpelzellsuspension mit verbliebenen Knorpelstuckchen wird abpipettiert, mit dem gleichen Volumen HAM's 
F12-Medium (Hepes-Modifikation), 100 IU/ml Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin, ~50 ug/ml Ascorbinsaure, ~ 10% 
(v/v) autologes Serum, 2 mM Glutamin verdunnl und ausgiebig auf einem SchUttler geruttelt, um die angedauten Knor- 
pelslflcke zu Uennen. Dieser Schrilt wird am beslen in verschlossenen 50 ml-Zenlri% n 1 ibgclaBet lurchgeiuhri 

Die Zcllsuspcnsion wird durch Zcllfiltcr in 50 ml-SchraubgcfaBc filtricrt (ca. 25 ml pro GcfaB) und mit o. g. HAM's 55 
F12-Medium auf 50 ml aufgefullt. Die Zellen werden 3-4 mal mit 30 ml PBS durch Zentrifugation (10 min, 500 g, 
21°C) gewaschen. Nach dem letzten WaschschriU werden die Zellen in 30 ml Medium aufgenommen. 

Um die Zellz ihl zu bestimmen, werden zunachst 0,5 ml einer 0,4% Try'panblaulosung in ein Testrohrchen gegeben. 
Nach Hinzufugen von 0,3 ml HBSS (Hanks Salzlosung) und 0,2 ml Zellsuspension wird sorgfaltia gemischt und 15 Mi- 
nuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wird durch Zahlung mit einem Hanic a tonu er die Zellz ihl ermit- 60 
telt. 

Beispiel 2 

Isolierung von Osteoblasten 65 

Es stehen verschiedene Methoden zur Verfugung, erstens die offene Knochenbiopsie (als Migrations- oder stromale 
Zellkultur) und zweitens die Aspiration von Knochenmark. 
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a) Knochenmarkbiopsie 

Nach ortlicher Betaubung und einem kleinen Hautschnitt wird eine sterile Knochenbiopsie durch einen Hohlbohrer 
entnommen. Es werden Spongiosablockchen von 0,5 bis 1 cm 3 herausgebohrt. AnschlieBend wird die Wunde verschlos- 
5 sen. Alternativ dazu konnen auch 15 ml Knochenmark aspiriert werden. Die Spongiosa sollte sehr schnell weiterverar- 
beitet werden, wenn moglich nicht langer als 12 Stunden im TransportgefaB bei 4°C lagern. Das Medium wird verwor- 
fen, die Spongiosa in die Petrischale gegeben und dort in 2 bis 3 mm kleine Partikel ("Chips") zerkleinert. 

Migrationskultur 

10 

Es werden 3 bis 4 Partikel in eine Vertiefung einer Gewebekulturplatte mit 6 Vertiefungen verteilt und ink 3 ml Me- 
dium aufgefullt, bzw. 6 bis 7 Partikel pro 25 cm 2 Wachstumsflacbe mit 7 ml Medium. Die Inkubation erfolgt im Brut- 
schrank bei 37°C und 5% C0 2 . Zweimal pro Woche sollte das Medium gewechselt werden, dabei werden die Zellen un- 
ter dem Phasenkontrastmikroskop inspiziert. Nach 5 bis 9 Tagen sind erste Zellen zu erkennen, nach 10 bis 14 Tagen ein 
15 subkonfluenter Zellrasen mit 65 bis 75% Bodenfiachenbedeckung. 

Stromale Zellkultur 

Zunachst wird der Knochen von Muskel- und Bindegewebsresten befreit. Mil Hilfe einer Schere und einer Pinzette 

20 wird die Spongiosa in moglichst kleine Stiickchen zerkleinert. Die Spongiosa-Fragmente konnen in ein 50 ml Zentrifu- 
genrohrchen mit SchraubverschluB gegeben und darin gewogen werden. Enthalt das Material viel rotes Knochenmark, so 
kann man spater pro 4 bis 6 g Spongiosa eine 75 cm 2 Gewebekulturfiasche beschicken. In das 50 ml Zentrifugenrohr- 
chen mit SchraubverschluB werden nun zur zerkleinerten Spongiosa circa 25 ml Medium 1 (Basalmedium mit Antibio- 
tika, z. B. Medium 199, Fa. Gibco, lOOIU/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin) gegeben und durch Vortexen (hoch- 

25 frequentes Riitteln, circa 30 Sekunden, hochste Stufe) die Zellen herausgelost. Der Uberstand wird in andere Schraubge- 
faBe uberfiihrt. Dieser Schritt wird so lange wiederholt, bis das Medium nach Vortexen nicht mehr triib wird. Zuletzt 
kann noch eine Trypsin- (und/oder Kollagenase-)Behandlung (circa 10 Minuten, 37°C) durchgefuhrt werden, um weitere 
Zellen zu gewinnen. Die erhaltenen Zellsuspensionen werden 10 Minuten bei 250 g und 4°C zentrifugiert. Die Uber- 
stande werden verworfen, die Zellpellets in Medium resuspendiert und auf Kulturflaschen verteilt. Die gespiilten Kno- 

30 chenstuckchen konnen gegebenenfalls in einer separaten Kulturflasche zur Anziichtung restlicher Zellen verwendet wer- 
den (nach Trypsinisierung sind diese aber gut mil Medium zu spulen). 

Um die Zellzahl zu bestimmen werden nach der Resuspension der Zellpellets 50 ul der Suspension in ein Eppendorf- 
GelaB iiberi'iihri und mil 46 (il Trypanblau gemischt. Durch Zugabe von 4 ul Essigsaure werden die Erythrocyten lysiert. 
Die kernhaltigen Zellen werden in einer Neubauer-Zellkammer ausgezahlt. AnschlieBend werden etwa lO'' Zellen der 

35 Zellsuspension pro 75 cm 2 Kulturflasche verteilt. Der Mediumwechsel erfolgt nach circa 5 Tagen, spater zweimal pro 
Woche. Erste aharente Zellen sind am zweiten Tag erkennbar, Kolonien ab Tag 4 bis 5. Subkonfluenz wird zwischen Tag 
9 und 11 erreicht, 

b) Isolierung und Selektion der Knochenvorlauferzellen aus Knochenmarkaspirat 

40 

Nach ortlicher Betaubung wird eine sterile Knochenmarkpunktion durchgefuhrt. Durch Aspiration mit einer groBvo- 
lumigen Kaniile und einer Heparin-benetzten Spritze werden etwa 15 bis 20 ml Blut aus dem hinteren Beckenkamm ent- 
nommen. Die Probe wird bei etwa 400 g zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das Zellpellel in 5 ml serum- 
freien Medium 1 suspendiert. AnschlieBend wird eine Dichtegradientenzentrifugation iiber einen 70%-Percollgradienten 
45 oder einem Ficoll-Kissen bei 400 g fur 30 Minuten bei 4°C durchgefuhrt, um die Rolen Blutkorperchen von den Mesen- 
chymal Zellen zu trennen. SchlieBlich werden die Mesenchymzellen in einer Gewebekulturfiasche ausplattiert, und 
vermehrt. 

Der osteoblastische Phanotyp der Zellen kann durch Nachweis der knochenspezifischen Proteine Alkalische Phos- 
phatase und Osteocalcin im Kulturmedium oder durch immunhistochemische Farbungen von Kontrollkulturen nachge- 
50 wiesen werden. 

Bestimmung der alkalischen Phosphatase- Aktivitat 

Die Zellen werden zweimal mit PBS gewaschen. Pro Ansalz einer Gewebekulturschale mit sechs Vertiefungen werden 
55 2 ml alkalische Phosphatasc-Substratpuffcr zugegeben (Rotipuran®, Fa. Roth, 50 mM Glycin, 1 mM MgCb, 5 mM p-Ni- 
trophenylphosphat, pH 10,5). Es wird 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Inkubationszeit kann von 5 bis 20 Minuten va- 
riiert werden. AnschlieBend wird die inkubierte Pufferlosung in einer Kiivette 1 : 1 mit 1 M NaOH gemischt. SchlieBlich 
wird die Absorption bei 405 nm bestimmt. Die Enzymaktivitat wird angegeben als Absorption/Zellzahl. 

60 Osteocalcinfarbung 

Nach Entfernung des Mediums werden die Zellen einmal mit PBS gewaschen. AnschlieBend werden die Zellen mit 
der Losung A des FIX & PERM- Kit (Cell Permeabilisation Kit, Fa. AN DER GRUB, erhaltlich von Fa. Dianova) fur 15 
Minuten fixiert, die Losung wird anschlieBend abgesaugt. Losung B des FIX & PERM-Kit wird zusammen mit dem Pri- 
65 marantikorper (rabbit anti human osteocalcin, Fa. PAESL + LORFJ; 1 : 25 in PBS verdunnt) im Verhaltnis 1 : 1 fur 2,5 
Stunden lichtgeschiitzt auf den Monolayer pipettiert, danach wird zwei- bis dreimal mit PBS gespiilt. Inkubation mit dem 
Sekundarantikorper (FITC - conjugated goat and rabbit IgG, Fa. Sigma, 1 : 80 in PBS) erfolgt lichtgeschiitzt fur eine 
Stunde. Im AnschluB wird zwei- bis dreimal mit PBS gespiilt. AnschlieBend werden die Zellen sofort mit einem Immun- 
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fluoreszenzmikroskop mit eingestellter FITC-Anregung untersucht. 

Alkalische Phosphatasefarbung 

Zur Farbung wurde ein Kit der Fa. Sigma Diagnostics, Katalog Nr. 86-R verwendet. Zunachst werden folgende Lo- 5 
sungen hergestellt: Die Fixierlosung entsteht durch Mischen von 65 ml Aceton, 25 ml "Citrate Solution" und 8 ml 37% 
Formaldehyd. Die Losung ist in einer Glasflasche bei 4°C bis zu vier Wochen haltbar. Die "Diazonium Salt Solution" 
wird durch Mischen von jeweils 1 ml "FRV Alkaline Solution" und "Sodium Nitrite Solution", 2-miniitige Inkubation bei 
Raumtemperatur und Zugabe des Gemisches zu 45 ml H 2 0 hergestellt. SchlieBlich stellt man die "Alkaline Dye Mix- 
ture" durch Zugabe von 1 ml "Naphthol AS-BI Alkaline Solution" zu obiger "Diazonium Salt Solution" her (vor Licht to 
schutzen). Die Fixierlosung wird auf Raumtemperatur gebracht, dann werden die Zellen 30 Sekunden fixiert. Anschlie- 
Bend werden die Zellen 45 Sekunden mit H 2 0 gespuit, es ist darauf zu achten, daB die Zellen nicht austrocknen. In der 
Folge inkubiert man die Zellen 15 Minuten mit "Alkaline Dye Mixture" bei Raumtemperatur im Dunkeln. AnschlieBend 
wird 2 Minuten mil H 2 0 gespuit. Die Gegenfarbung erfolgt mit "Hamatoxyline Solution". "Hamatoxvline Solution" wird 
aufgetropft und 2 Minuten auf den Zellen belassen, dann wird gut mit Wasser gespuit. Die Zellen werden an der Luft ge- is 
trocknet und konnen unter dem Lichtmikroskop betrachtet werden. 

Beispiel 3 

Isolierung von Fibroblasten 20 

Ein Stuck Hautgewebe wird von Fettgewebe befreit und in etwa 0,5 cm 2 groBe Stiicke geschnitten. Die Hautstucke 
werden in 2,5 U/ml Dispase entweder 3 h bei 37°C oder 16 h bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wird die Epidermis abge- 
zogen und verworfen. Die Stucke werden mit einem Skalpell so gut wie moglich zerkleinert. Der entstehende Brei wird 
dann mit einer Enzymlosung, enthaltend ca. 90 U/ml Kollagenase und ca. 140 U/ml Hyaluronidase versetzt und 3 h bei 25 
37°C geschuttelt. AnschlieBend wird der Brei bei 300 g fur 30 Minuten bei 4°C zentrifugiert, der Uberstand verworfen, 
der Bodensatz in 5 ml Medium 2 (Medium 1, 10% (v/v) Serum; bei therapeutischem Einsatz wird autologes, humanes 
Serum verwendet, bei Experimenten fotales Kalberserum, erhaltlich von Fa. Gibco) aufgenommen und in eine 25 enr- 
Gewebekulturflasche gegeben. 

SoOten noch viele unverdaute Stucke vorhanden sein, wird der Bodensatz anstatt in Medium in 5 ml ca. 185 U Kolla- 30 
genase/ml Pufferlosung aufgenommen, in eine 25 cm 2 -Kulturflasche gegeben und iiber Nacht in einem Zellkultur-Brut- 
schrank inkubiert. Am nachsten Tag wird die Kollagenase-haltige Suspension abgenommen, zentrifugiert, der Bodensatz 
in Medium 2 aufgenommen und in dieselbe Flasche zuriickgegeben. 

Beispiel 4 35 

Herstellung der Knorpelkomponente 

a) Kollagenschwamme 

Die Zellsuspension wird auf etwa 3 X 1 0 7 Zellen/ml eingestellt. Kollagenvliese werden in etwa 1 x 1 cm groBe Stiick- ^ 
chen geschnitten (steril). Die Vliese werden mit einer Insulinspritze beimpft. Dabei reichen 2 ml Zellsuspension fur 8 bis 
10 KoUagenstuckchen aus. Nach drei Stunden im Brutschrank werden die Stuckchen auf eine Gewebekulturplatte mil 
sechs Vertiefungen verteilt und mit jeweils 8 ml Nahrmedium aufgefullt. Das Medium wird alle zwei Tage gewechselt. 

45 

Tierversuch 

Primare Rinder-Chondrozyten wurden als Suspension in Schwamme aus Rinder-Kollagen Typ 1 geimpft Die Kon- 
strukte wurden sieben Tage bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank kuhiviert und anschlicBcnd Nacktmausen subkutan 
implantiert. Konlrollgruppen waren Kollagenschwamme ohne Zellen und Chondrozytensuspensionen ohne Tragermate- 50 
rial. Die Explanation erfolgte nach drei, sechs und neun Wochen. Die Konstrukte wurden histologisch-immunhistoche- 
misch untersucht. Die biomechanische Prufung erfolgte durch einen "confined compression test" zur Bestimmung der 
hydraulischen Permeabilitat und des Kompressionsmoduls (zyklische Komprimierung in einer Druckmaschine im Sinne 
eines Kompressions-Relaxationstests). Als Ergebnis zeigte sieh morphologisch hyaliner Knorpel mil iinmunhistochemi- 
schem Nachweis von knorpcltypischcm Kollagcn Typ 2. In den Kontrollcn wurde der lccrc Kollagcnschwamm drei Wo- 55 
chen resorbiert. Die Zellsuspension entwickelte nur kleine Knorpelstiicke. Die Steifigkeit der Konstrukte nahm im zeit- 
lichen Verlauf zu (1,99 Mpa in Woche 9), war jedoch gegenuber nalivem Knorpel (5,25 Mpa) verringert. Die hydrauli- 
sche Permeabilitat zeigte significant hohere Werte als die Kontrolle (2,69 x 10 44 gegenuber 3,0 x 10~ 15 m 4 /Ns). 

b) Fibrinsuspension 60 

Die Knorpelzellen werden gelost und nach Zentrifugation in der Thrombinkomponente eines Zweikomponentenfi- 
brinklebers in einer Dichte von 2-3 x 10 7 Zellen/ml eingebracht. AnschlieBend wird durch synchrones Spritzen mittels 
einer Doppelspritze die zellhaltige Thrombin- mit der Fibrinogenkomponente vemiischt und in eine vorgefertigte Kul- 
turform gegossen. Es entsteht durch Prazipitation des Fibrinogen zu Fibrin ein fester "Clot". SchlieBlich wird mit HAM's 65 
F12-Medium (Hepes-Modifikation) Uberschichtet und im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. 
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Tierversuch 

Primare Chondrozytenkulturen werden aus Rippenknorpelbiopsien etabliert und mit einer Dichte von 2 x 10 7 Zel- 
len/ml in der Thrombinkomponente eines Fibrinklebers suspendiert. AnschlieBend wird durch eine Doppelspritze die Fi- 
5 brinogenkomponente mit der chondroblastenhaltigen Thrombinkomponente (4 IE Thrombin/ml) zusammengebracht 
und in eine strukturierte, anatomisch angepaBte Form gegossen. Der Fibrinkleber verfestigt sich in Abhangigkeit von der 
Thrombinkonzentration innerhalb von 5-10 Minuten in der gewiinschten Form. 

Tierversuch 

Die Konstrukte wurden Nacktmausen subkutan implanlien. Konirollgruppen wurden "Fibrinclots" ohne Zellen und 
Chondrozytensuspensionen ohne Fibrin implantiert. Die Expianlation erfolgte nach drei, sechs und neun Wochen. Die 
Konstrukte wurden histologisch-immunhistochemisch untersuchl. Die biomechanische Priifung erfolgt durch einen 
"confined compression test" zur Bestimmung der hydraulischen Permeabilitat und des Kompressionsmoduls. 

Als Ergebnis fanden sich in der Gruppe mit Knorpelzellen in Fibrinkleber mikroskopisch neu gebildetes Knorpelge- 
webe, in den Kontrollgruppen war kein Knorpelgewebe zu (inden. Histologisch zeigten die Knorpelkonstrukte die Mor- 
phologie von hyalinem Knorpel mit immunhistochemischem Nachweis von Kollagen Typ 2. Die Knorpelkonstrukte 
zeigten bei der biomechanischen Priifung inn "confined compression lest" eine Steifigkeit (Kompressionsmodul) von 
0,59 Mpa und eine hydraulische Permeabilitat von 1,03 x 10 m 4 /Ns. 

Beispiel 5 

Herstellung der Knochenkomponente 

25 a) Herstellung der Zell-Biomaterialkonstrukte 

Die Tragermaterialien werden eine Woche vor Besiedelung mit Zellen in Kulturmedium gewassert, urn eine Rehydrie- 
rung und pH-Stabilitat zu erreichen. 

Durch Trypsinisierung werden die als Monolayerkultur geziichteten Zellen aus der Kulturschale abgelost und nach 
30 Zentrifugation und Zahiung in einem geringen Volumen als Einzelzellsuspension suspendiert. Das Medium wird abge- 
nommen, ein Teil in ein 1 ,8 ml-Kryorohrchen abgefiillt und eingefroren, der Rest wird verworfen. Aus den Uberstanden 
wird mittels eines ELISA Osteocalcin und alkalische Phosphatase bestimmt. In einer Gewebekulturplatte mit sechs Ver- 
tiefungen wird mit 0,5 ml Trypsin/EDTA-Losung (37°C; 0,025% Trypsin) pro Vertiefung das restliche Medium abge- 
spult. AnschlieBend werden mit 1 ml Trypsin/EDTA pro Vertiefung die Zellen vom Boden gelost. Das Trypsin sollte 
35 nicht langer als funf bis acht Minuten auf den Zellen verbleiben, um irreversible Schadigung zu vermeiden. Nachdem 
sich die Zellen vom Boden gelost haben, wird mit 1 ml serumhaltigem Kulturmedium 2 neutralisiert (vorgewarmt). Die 
Zellsuspcnsion wird in einem Zentrii'ugenrohrchen mit SchraubverschluB gesammelt und bei ca. 300 g und 4°C fur 10 
Minuten zentrifugiert. Der Ubersiand wird abgesaugt und das Zellpellet mit 1 ml suspendiert und ausgezahlt. 

Die Zellsuspension wird in einer Aspirationskammer in die dreidimensionalen Tragermaterialien durch Unterdruck 
40 ohne Volumenverlust eingezogen, so daB die gesamte innere Oberflache besiedelt wird. 

b) Ex vivo-Zuchtung der Konstrukte 

Die Zell-Biomaterialkonstrukte werden in eine spezielle sterile Perfusionskammer gebrachl und eingespannt, so daB 
45 ein unidirektionelier DurchfluB des Kulturmediums gewahrleistet ist. Neben der Zufuhr von immer frischem Medium 
werden die Zellen durch den Flussigkeitsstrom mechanisch slimuliert. Das Kulturmedium (Osteoblastenmedium, z. B. 
BGJ-B-Medium, Fa. Gibco, mit 100 IU/ml Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin, 10% (v/v) Serum; bei therapeutischem 
Einsatz wird autologes, humanes Serum verwendet, bei Experimenten fotales Kalberserum) wird durch Zusatz von 
1 (T s mM Dexamethason, 50 jjg/ml Vitamin C und 40 ng/ml Vitamin D3 im zufuhrenden Teil angereichert, um die Zellen 
50 zur Matrixsynthese zu stimulieren. 

c) Analyse der Konstrukte in der Kulturphase 

Zur Messung des Zellmetabolismus wird den Konslruklen ein Telrazoliumssalz "XTT" zugeseizl. Der Test beruht auf 
55 der kolorimctrischcn Biotransformation des Salzcs zu dem intensiv gclb gefarbten Formazan in den Mitochondrion. Die 
Formazankonzentration wird zu bestimmten Zeitpunkten nach der Zugabe der Losung photometrisch bei 450 nm Wel- 
lenlange gemessen. Das Ergebnis korreliert mit dem Zellmetabolismus bzw. der Proliferation der Zellen (Cell Prolifera- 
tion Kit, Firma Roche Diagnostics, Mannheim). 

Die Adhasion kann durch "Environ menial Scanning Electron Microscopy" (ESEM) kontrolliert werden. 48 Stunden 
60 nach Besiedelung der Biomaterialien werden die Konstrukte- mit 4% Formaldehyd fixiert, auf einen Trager geklebt und in 
eine ESEM-Kammer (Freiburger Materialforschungsinstitut) gebracht. Hiermit kann in der VergroBerung eines Elektro- 
nenmikroskopes die Anhaftung der Zellen auf der Materialoberflache dargestellt. werden. 

d) Analyse der Konstrukte am Ende der Kulturphase 

65 

Nach zwei bis vier Wochen in der Perfusionskammer werden die Konstrukte fixiert und durch die klassische HE-Far- 
bung histologisch auf eine neue Matrixbildung auf den Tragermaterialien untersuchl. Durch die spezielle Richardson-Le- 
valetzko-Farbung wird neues Knochengewebe intensiv blau angefarbt. 
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Durch Immunhistochemie wird Kollagen 1 als organischer Hauptbestandteil des Knochengewebes nachgewiesen 
(z. B. durch die Avidin-Biotin-Methode). 

Durch Immunfluoreszenz mit FITC-markierten Antikorpern wird Osteocalcin als spezifischer Knochenmarker in dem 
neuen Gewebe dargestellt. 

5 

Beispiel 6 

Herstellung von Bandkornponenten 

Fibroblasten werden als Suspension mil 1 x 10 7 bis 5 x 10 7 Zellen/ml Medium auf bandformige Materialien geimpft 10 
und in DMEM-Medium mit 10% autologem Serum bei 37°C und 5% CO, in Kultur gehalten. 

Beispiel 7 

Fusion der Einzelkomponenten 15 

Primare Chondrozytenkulturen wurden aus Rippenknorpelbiopsien etabliert und mit einer Dichte von 2 x 10 7 Zel- 
len/ml in der Thrombinkomponente eines Fibrinklebers suspendiert. AnschlieBend wird durch eine Doppelspritze die Fi- 
brinogenkomponente mit der chondroblastenhaltigen Thrombinkomponente zusammengebracht und in eine struktu- 
rierte, anatomisch angepaBte Form gegossen. Der Fibrinkleber verfestigt sich in Abhiingigkeit von der Thrombinkonzen- 20 
(ration innerhalb von 5-10 Minuten in der gewiinschten Form. Parallel werden primare Osteoblastenkulturen aus Bek- 
kenkamm-Biopsien (siehe Beispiel 2) hergestellt und der osteoblastische Phanotyp durch Alkalische Phosphatase und 
Osteocalcin nachgewiesen. Die Zellen werden auf dreidimensionalen, porosen Biomaterialien (z. B. bovine oder humane 
Spongiosa) als Suspension mit 1 x 10 6 bis 1 x 10 7 Zellen/ml viskosem Gel oder flussigem Medium durch Vakuumaspi- 
ration aufgebracht. Die Adhasion der Zellen wird durch Elektronenmikroskopie und die Proliferation durch XTT-Stoff- 25 
wechseltests kontrolliert. Die einzelnen Konstrukte werden getrennt fur drei Tage in vitro bei 37°C und 5% C0 2 kulti- 
viert. Im AnschluB erfolgt die Fusion der Knochen- und Knorpelkomponente durch Fibrinklebung. 

Die Fusion kann auch abgewandelt wie folgt erreicht werden: Wahrend des Prozesses der Herstellung der Knorpel- 
komponente und der Abbindung des Fibrinklebers wird das leere, vorgeformte und angepaBte Knochentragermaterial 
leicht in die Knorpelschicht eingedriickt, so dafi es fest eingebunden wird. 30 

Im zweiten Schritt erfolgt dann die Besiedelung der Knochenkomponente durch die Osteoblastensuspension in einem 
viskosem Gel oder flussigem Medium. 

Als Ergebnis eines derartigen Versuchs waren Knorpel- und Knochenkomponente fest miteinander fusioniert. Die 
Knorpelflache war glatt und war deutlich von der Knochenkomponente abgrenzbar. Makroskopisch bestand eine kor- 
rekte, stabile anatomische Gelenkform entsprechend den naturlichen anatomischen Gegebenheiten. 35 

Knorpel-Knochenkonstrukte mit Bandapparat 

Die oben beschriebenen Knorpel-Knochenkonstrukte werden mit Bandkonstrukten verbunden, indem ein 0,5 mm gro- 
Ber Bohrkanal durch die Knochenkomponente gebohrt wird und das Bandkonstrukt, beslehend aus Fibroblasten auf ei- 40 
nem Kollagenband, hindurchgezogen wird. 

Das Bandkonstrukt ist fest integriert und kann zwei Knorpel-Knochenkonstrukte so verbinden und halten, daB die 
Knorpelflachen artikulieren und sich gegeneinander bewegen konnen. 

Tierversuche 45 

Ca. sechs bis acht Wochen alte Nacktmause wurden in einer Narkosekammer mit einem Isofluran®-Sauerstoffgemisch 
(3% Isofluran® in 100% O,, FluS 4 1/min.) betaubt. Unter Aufrechterhaltung der Narkose mit einer Inhalationsmaske 
(1,5-2% (v/v) Isofluran® in 100% 0 2 , FluB 0,5 bis 1 1/min.) wurden die Tiere nut Betaisodona® abgewaschen und das 
Operationsgebiet steril abgedeckt. Es erfolgte ein ca. 2 cm langer, langs verlaufender Hautschnitt im Bereich des Ruk- 50 
kens, Spreizen mit der Praparationsschere und Schaffen einer Hauttasche. Das osteochondrale Transplantat (ca. 2 x 0,5 x 
0,5 cm) wurde eingelegt und die Wunde mit Einzelknopfnahten verschlossen. Ein steriler Wundverband wurde angel'egt. 
Der Eingriff dauerte etwa 15 Minuten. Die Wunden der Tiere wurden bis zur gesicherten Wundheilung tiiglich kontrol- 
liert. 

Die Nacktmause crhicltcn schlicfilich cine lctalc Dosis CO2 per inhalationcm am 21., 42. bzw. 63. Tag postopcrativ. 55 
Die osteochondral Konstrukte wurden mil dem umgebenden Gewebe herausprapariert und danach histologisch und 
immunhistochemisch aufgearbeitet. Als Ergebnis waren in den fusionierten osteochondralen Konstrukten die Knorpel- 
und Knochenkomponente fest miteinander verbunden. Histologisch zeigte die Knorpelschicht die Morphologie von hya- 
linem Knorpelgewebe mit immunhistochemischem Nachweis von Kollagen Typ 2. In der Knochenkomponente fand sich 
nach acht Wochen ein appositionelles Knochenwachstum mit eingesproBten Kapillaren. Die Knorpelkomponente zeigte 60 
bei der biomechanischen Prufung im "confined compression test" eine Steifigkeit (Kompressionsmodul) von 0,59 Mpa 
und eine hydraulisehe Permeabilitat von 1,03 x 10~ u m 4 /Ns. 

Beispiel 8 

65 

Lipofektion von Osteoblasten mit EGF-Plasmid 
Humane Osteoblasten werden am Tag vor der Transfektion auf Gewebekulturbehalter verteilt. Dabei wurden Gewe- 
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bekulturschalen mit 6 Vertiefungen (Fa. Costar, Kat. Nr. 3506, 9,6 cm 2 pro Vertiefung), im folgenden "6-well-Platten" 
genannt, und Zellkultureinsatze (Falcon Cell Culture Insert, Fa. Becton Dickinson, PET-Membran mit 1,6 x 10 6 Poren 
(1 um) pro cm 2 , Kat. Nr. 3102, 4,2 cm 2 Flache) verwendet. 
Es folgen zwei Protokolle, mit denen hohe Expressionen erreicht werden. 

5 

a) Transfektion subkonfluenter Monolayerkulturen in 6-well-Platten 

Zur Herstellung der Transfektionslosung werden pro Ansatz 230 pi Medium 1 ohne Zusatze, 15 pi Escort ®-Reagens 
(Fa. Sigma) und 6pg Plasmid-DNA (enthaltend das Gen fur humanes EGF) gemischt. Nach 15min Inkubation bei 

10 Raumtemperatur wird der Losung pro Ansatz 2 ml Medium 2 hinzugefugt. Das .Kulturmedium wird von den Zellen ent- 
femt und das Transfektionsgemisch wird zu den Zellen gegeben (2,25 ml/Vertiefung). Danach werden die Zellen 12 h bei 
37°C und 5% CO2 im Brutschrank inkubiert. Das Transfektionsgemisch wird von den Zellen entfernt, die dann mit Me- 
dium 2 gewaschen werden. SchlieBlicb wird zur Weiterkultivierung ca. 3 ml Vollmedium in jede Vertiefung gegeben. 
Das Medium wird taglich gewechselt, von den Uberstanden werden Proben bei -20°C aufbewahrt, die dann zur Bestim- 

15 mung des EGF-Gehalts verwendet werden. Die EGF-Konzentration wurde durch einen ELISA bestimmt (Quantikine™, 
R&D Systems, Kat. Nr. DEG-00). Hierzu miissen die Proben gegebenenfalls vorher 1 : 10-1 : 15 in Medium verdunnt 
werden, da der MeBbereich des ELISA 0-250 pg/ml betragt. 

Die Analyse ergab, daB EGF uber 10 Tage mit einem Maximum am 5. Tag sezerniert wurde. 

20 b) Transfektion subkonfluenter Monolayerkulturen in Zellkultureinsatzen ("Trennkammerversuch") 

Bei den Zellkultureinsatzen handelt es sich um Einsatze, die cine porose Membran aufweisen, an die die Zellen adha- 
rieren konnen. Der Einsatz wird in eine Gewebekulturplatte mit (meist 6) Vertiefungen eingesetzt, so daB die "apikalen" 
Zellen in dem Einsatz ca. 3 mm von den "basalen" Zellen in der Vertiefung der Kulturschale raumlich getrennt sind, aber 

25 per diffusionem Signalstoffe iiber die permeable Membran austauschen konnen. Medium wird zur "basalen" und "apika- 
len" Seite der Zellen gegeben, also in die Vertiefung der Zellkulturschale, in die der Einsatz eingesetzt ist und in den Ein- 
satz selbst. Diese Anordnung kann benutzt werden, um einen parakrinen Effekt sezernierter Wachstumsfaktoren auf an- 
dere Zellen zu bestimmen. Dazu werden in den Zellkultureinsatz Osteoblasten ausgesat, die transfiziert werden. Nach der 
Transfektion werden die Einsatze in Platten transferiert, die mit nicht transfizierlen Zellen besat sind. Da das Medium 

30 und Faktoren, die von den transfizierten Zellen ausgeschieden werden. durch den Filter passieren konnen, kann durch 
Zellzahl-Bestimmung der nicht-transfizierten Zellen im anderen Kompartiment eine verstarkte Proliferation nachgewie- 
sen werden. 

Die Transfektionslosung wird wie in a) hergestellt. Das Kulturmedium wird aus der Vertiefung der Kulturplatte und 
aus dem Einsatz moglichst vollslandig entfernt. In jeden Einsatz werden 2,25 ml Transfektionslosung gegeben. Nach 

35 30-60 min Inkubation im Brutschrank wird 1 ml Vollmedium zugegeben. Falls wahrend der Inkubationsphase die Trans- 
fektionslosung rasch durch den Filter des Einsatzes lauft, muB gegebenenfalls friiher Medium zugegeben werden. An- 
schlieBend wird 12 h bei 37"C und 5% CO, inkubiert Die Transl'ektions > ung wird abgcsaugt, der Einsatz wird ausgic- 
big mit Medium gewaschen. Der Einsatz kann nun in eine Kulturschale mit Zellen uberfiihrt werden. Das Mediumvolu- 
men betragt insgesamt 4 ml/Vertiefung und Einsatz. 

40 In einem Versuch wurden 10 mit Osteoblasten besate Einsatze mit EGF-Plasmid transfiziert. Als Kontrollen wurden 
1 0 Inserts mit Zellen nur mit Liposomenlosung ohne Plasmid behandelt, weitere 6 Einsatze wurden vcillig unbehandelt 
gelassen, weitere 6 Einsatze wurden mit EGF-Plasmid transfiziert, nach der Transfektion wurde aber taglich 11,9 pg/ml 
Medium neutralisierender anti-EGF-Antikorper zugegeben (Fa. R&D, No. AB-236-NA, 1 mg/ml in PBS, pH 7,4, steril). 
Am Tag 6 nach der Transfektion wurde die Zellzahl der nicht transfizierten Zellen im unteren Kompartiment durch Zell- 

45 zahlung mit. einem "Casy TT'-Zellzahler bestimmt. Das Ergebnis ist in Fig. 2 gezeigt. Beide Kontrollansatze ("Liposom" 
und "unbehandelt") zeigen significant niedrigere Zellzahlen als der Ansatz, in dem EGF-Plasmid transfiziert wurde 
("EGF/Liposom"). Das zeigt, daB die transfizierten Zellen einen proliferativen Effekt haben. Die drilte Kontrolle ("Anti- 
korper") zeigt wiederum niedrigere Zellzahlen als der Ansatz mit transfizierten Zellen, aber ohne Antikorper ("EGF/Li- 
posom"). Das beweist, daB der proliferative Effekt auf EGF zuruckzufuhren ist. Dieses Experiment zeigt, daB durch tran- 

50 siente Lipofektion von Osteoblasten Zellen erzeugt werden konnen, die Wachstumsfaktoren sezernieren, die das Wachs- 
tum anderer Zellen stimulieren konnen. 

In einem weiteren "Trennkammerversuch" wurde der proliferative Effekt EGF-transfizierter Osteoblasten mit dem 
proliferativen Effekt von rekombinantem, humanem EGF verglichen, das den Zellen taglich zugesetzt wurde. Am Tag 4 
nach Transfektion wurde die Zellzahl der verschiedenen Ansiilze bestimmt. Das geschah durch automatische Zellzah- 

55 lung mittcls "Casy TT" und durch Auszahlcn in cincr Ncubaucr-Zahlkammcr. Das Ergebnis ist in Fig. 3 gezeigt. Nach 
Transfektion mit. EGF-DNA ("EGF-Transfektion") ist die Zellzahl des Transfektionsansatz.es fast doppelt so hoch wie 
die des nicht transfizierten Kontrollansatzes ("Kontrolle"). Zugegebenes rekombinantes EGF (1 ng/ml jeden Tag) be- 
wirkt zwar auch verstarktes Wachstum ("rhEGF-Zugabe"), jedoch nicht so stark wie es durch die Transfektion erreicht 
wird. 

60 

Beispiel 9 

Lipofektion von Osteoblasten mil hbFGF-Plasmid 

65 Osteoblasten werden mit einem Plasmid transfiziert, das eine Nucleinsaure enthalt, die fur humanen "basic fibroblast 
growth factor" (hbFGF) codiert. 

Am Vortag der Transfektion werden die Zellen auf betreffende Kulturbehalter verteilt (z. B. 6-well-Platten oder Zell- 
kultureinsatze fur den Trennkammerversuch). Eingesetzt werden je 40.000 Zellen pro Vertiefung der 6-well-Platte 
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(9,6 cm 2 Wachstumsflache pro Vertiefung) oder pro Zellkultureinsatz (4,2 cm 2 Wachsturasflache pro Einsatz). Es folgen 
zwei Protokolle, mil denen eine hohe Expression der transfizierten Gene erzielt wurde. 

a) Transfektion subkonfluenter Monolayerkulturen in 6-well-Platlen (Escort™-Reagens) 

5 

Die Transfektionslosung wird durch Mischen von 115 jul Medium 1, 9 pi Escort™-Reagens (Fa. Sigma) und 3 pg 
hbFGF-Plasmid pro Ansatz hergestellt. Alternativ konnen auch 115 ul Medium 1, 15 pi Escort™-Reagens und 5 pg Plas- 
mid gemischt werden. Nach 15 min Inkubation bei Raumtemperatur wird das Kulturmedium von den Zellen entfernt, 
statt dessen wird 1 ml Medium mil Zusatzen zu den Zellen gegeben, gefolgt. von der Transfektionslosung. AnschlieBend 
wird 1-2 h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Es folgt Zugabe von 2 ml Medium/Vertiefung und 24 h Inkubation bei 7°C 10 
und 5% C0 2 . Weiterhin wird das Medium taglich gewechselt, wobei Proben des Kulturuberstandes bei -20°C bis zur 
Analyse aufbewahrt werden. Die bFGF-Konzentration in den Proben wird durch ELISA bestimmt. Das Ergebnis ist in 
Fig. 4 gezeigt. Bei Verwendung von 3 pg DNA und 9 pi Escort™ ist die FGF-Sekretion am Tag 3 nach der Transfektion 
am hochsten, bei Verwendung von 5 pg DNA und 15 pi Escort™ am Tag 5 nach der Transfektion. Die ins Medium ab- 
gegebene FGF-Menge ist bei Transfektion mit 5 pg DNA hoher. 15 

b) Transfektion subkonfluenter Monolayerkulturen in 6-well-Platten (Fugene®-Reagens) 

Die Transfektionslosung wird durch Mischen von Medium ohne Zusatze, Fugene®-Reagens (Fa. Roche Diagnostics) 
und DNA hergestellt. Es wurden 3 Varianten getestet: " 20 



Ansatz: 


A 


B 


C 


Hi Medium ohne Zusatze: 


97 


94 


91 


Ml Fugene 8 -Reagens: 


3 


6 


9 


ug hbFGF-Plasmid: 


3 


3 


3 



Dabei werden jeweils das Medium und das Fugene®-Reagens zuerst gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inku- 
biert. AnschlieBend wird die DNA zugegeben, nach Mischen wird weilere 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das 
Medium wird von den Zellen entfernt, dann werden pro Vertiefung 3 ml Medium und danach die Transfektionslosung 
zugegeben. Es folgt eine 24-stiindige Inkubation bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank. Im Folgenden wird taglich das 35 
Medium gewechselt, wobei wiederum Proben des Kulturuberstandes bis zur Analyse bei -20°C gelagert werden. Die 
FGF-Konzentration im Medium wird durch ELISA bestimmt. Auch bei Verwendung des Fugene-Reagens' kann die 
DNA-Menge variiert werden. Es wurden 3 und 5 pg Plasmid getestet. Das Ergebnis ist in Fig. 5 gezeigt. Am Tag 7 nach 
der Transfektion wird bei Einsatz von 3 pg DNA mehr FGF sezerniert als bei Einsatz von 5 pg DNA ("3 pg Plasmid/Fu- 
gene®" und "5 pg Plasmid/Fugene®"). Als Kontrolle wurde auch nur DNA ohne Fugene®-Reagens "transfiziert". Die ge- 40 
messene FGF-Menge ist deutlich niedriger als bei Verwendung von Fugene® ("3 pg Plasmid" und "5 ug Plasmid"). Als 
weilere Kontrolle wurde die FGF-Konzentration im Medium von vollig unbehandelten Zellen ermittelt ("unbeh. Zel- 
len"). 

Das Ergebnis zeigt, daB Osteoblaslen erfolgreich mit hbFGF-DNA transfiziert werden konnen und daB daraufhin mehr 
FGF ans Medium abgegeben wird. 45 

c) Transfektion subkonfluenter Monolayerkulturen in Zellkullureinsatzen ("Trennkammerversuch") 

Die Transfektionslosung wird durch Mischen von 115 pi Medium ohne Zusatze, 15 pi Escort®-Reagens und 5 pg 
hbFGF-Plasmid hergestellt. Nach 15 min bei Raumtemperatur wird 2 ml Medium 2 zugegeben. Das Kulturmedium wird 50 
aus dem Zellkultureinsatz, in dem die zu transfizierenden Zellen sind, und aus der Vertiefung der 6-well-Platte, in der 
sich der Einsatz befindet, moglichst vollstandig entfernt. Pro Einsatz werden 2,25 ml Transfektionslosung zu den Zellen 
gegeben. Es wird 30-60 min bei 37°C und 5% G0 2 im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wird 1 ml Vollmedium pro 
Einsatz zugegeben (gegebenenfalls muB friiher Medium zugegeben werden, falls die Transfektionslosung schnell durch 
den Filter des Einsatzcs lauft). Es wird nochmals 24 h bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank inkubiert. Danach wird die 55 
Transfektionslosung abgesaugt, der Einsatz wird ausgiebig mit Medium gewaschen. Der Einsatz wird nun in eine Kul- 
turschale mit nicht. transfizierten Zellen eingeselzt, deren Proliferation uberwacht wird. Das Medium- Volumen von Ein- 
satz und Kulturschale zusammen betragt 4 ml. 

An Tag 4 nach der Transfektion wurde in einem solchen Versuch die Zellzahl der nicht-transfizierten Zellen in den un- 
teren Kompartimenten bestimmt. Fig. 6 zeigt das Ergebnis. Die Kontrolle zeigt die naturliche Vermehrung von Zellen in 60 
4 Tagen ("unbeh. Zellen"). Sowohl die Anwesenheit hbFGF-transfizierter Zellen ("5 pg Plasmid/15 pi Escort™") als 
auch Zugabe von rekombinantem humanem bFGF ("rek. bFGF 4 ng/ml") fuhren im Vergleich mit der Kontrolle zu er- 
hohter Proliferation der Zellen. Das zeigt, daB die transfizierten Zellen durch FGF-Sekretion parakrin das Wachstum 
nicht-transfizierter Zellen stimulieren konnen. 
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Beispiel 10 

Lipofektion von Osteoblaslen mit hVEGF-Plasmid 

5 Subkonfluente Osteoblasten werden mit DNA transfiziert, die fur humanen "vascular endothelial growth factor" 
(hVEGF) codiert. Am Tag vor der Transfektion werden die Zellen auf betreffende Kulturbehalter verteilt. Bei Verwen- 
dung von 6-well-Platten werden 50.000 Zellen pro Vertiefung eingesetzt. 

Die Transfektionslosung wird durch Mischen von Medium ohne Zusatze, Fugene®-Reagens (Fa. Roche Diagnostics) 
und DNA hergestellt. Es wurden 4 Varianten getestet: 
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Ansatz: 


A 


B 


C 


D 


ixl Medium ohne Zusatze: 


94 


91 


90 


85 


Hi Fugene-Reagens : 


6 


9 


10 


15 


ug hVEGF-Plasmid: 


3 


3 


5 


5 



Dabei werden jeweils das Medium und das Fugene-Reagens zuerst gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. 
AnschlieBend wird die DNA zugegeben, nach Mischen wird weitere 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das Medium 
wird von den ZeEen entfernt, dann werden pro Vertiefung 3 ml Medium und danach die Transfektionslosung zugegeben. 
Es folgt eine 24-stundige Inkubation bei 37°C und 5% C0 2 im Brutschrank. Im Folgenden wird taglich das Medium ge- 

25 wechselt, wobei wiederum Proben des Kulturiiberstandes bis zur Analyse bei ~20°C gelagert werden. Die VEGF-Kon- 
zentration im Medium wird durch ELISA bestimmt. Das Ergebnis der oben genannten Ansatze ist in Fig. 7 gezeigt. Am 
Tag 7 nach der Transfektion wurde die VEGF-Konzentration bestimml Die 4 Ansatze ("A" bis "D") zeigen gegeniiber 
der Kontrolle, die die VEGF-Konzentration im Medium von unbehandelten Zellen zeigt ("unbeh. Zellen"), erhohte 
VEGF-Werte. Die Werte sind auch hoher als bei Ansatzen, in denen die Zellen nur mit Plasmid, aber ohne Fugene-Rea- 

30 gens behandelt wurden ("5 ug Plasmid"). 

Beispiel 11 

Elektroporation von Osteoblasten mit EGF-Plasmid 

35 

Osteoblasten in Kultur werden durch Trypsinierung abgelost, zentrifugiert und gezahlt. Die Zellsuspension wird auf 
1,5 • 10 6 Zellen/ml eingestellt. Je 300 ul dieser Suspension werden in eine Elektroporationskuvette (Gene Pulsei®/E. coli 
Pulser™ Cuvette, Cat. No. 165-2086, 0,2 cm gap electrode, Fa. BioRad, CA 94547) uberfuhrt. 30 ug DNA (hEGF-Plas- 
mid) werden zu den Zellen in die Kuvette gegeben. Eine parallel vorbereitete Kontrollkiivette mit Zellen erhalt keine 

40 DNA. AnschlieBend werden die Kuvetten 10 min auf Eis inkubiert. 

Die eigentliche Elektroporation wird mit einem "Gene Pulser TT System" der Fa. BioRad riurchgefuhrt (Cat. No. der 
main unit: 165-2105). Die Einstellungen sind 150 oder 250 V und 960 uF; die Elektroporationszeit wird von dem Gerat 
automatisch bestimmt, sie betragt etwa 4 Sekunden. Die Kuvette wird in die Halterung der "shocking chamber" einge- 
spannt, wo die Elektroporation stattfindet. Nach der Elektroporation wird die Kuvette aus der Halterung entoommen und 

45 10 min bei 4°C inkubiert. Die Zellen werden in Medium (Osteoblastenmedium, z. B. BGJ-B-Medium, Fa. Gibco, mit 
100 IU/ml Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin, 10% (v/v) Serum; bei therapeutischem Einsatz wird autologes, humanes 
Serum verwendet, bei Experimenten fotales Kalberscrum) resuspendiert und auf Gewebekulturschalen verteilt. Das Me- 
dium wird taglich gewechselt (Nachweis von EGF "nicht-kumulativ"). AlternaUv kann das Medium nicht gewechselt 
werden (Nachweis von EGF "kumulativ"). In einem "nicht-kumulativen" Experiment wurden von den 4 ml Kulturiiber- 

50 stand taglich Proben entnommen, die bei -20°C aufbewahrt wurden, bis durch ELISA die EGF-Konzentration bestimml 
wurde. Es wurden aber 1,25 ■ 10 6 humane Osteoblasten elektroporiert (250 V, 960 uF; 3,9 s, 20 ug DNA). Das Ergebnis 
ist in Fig. 8 dargestellt. Die gemessene EGF-Konzentration ist in Abhangigkeit von der Zeit in Tagen aufgetragen. Die 
EGF-Sekretion ins Medium hat am Tag 2 nach Transfektion ein Maximum. EGF-Expression ist mehr als eine Woche 
lang nachweisbar. 

55 

Patentanspriiche 

1. Biologisches, zumindest teilweise in vitro hergestelltes Gelenkkonstrukt, das wenigstens folgende Bestandteile 
umfaBt: 

60 a) wenigstens ein biovertragliches Tragermaterial; 

b) Knorpelgewebe enthaltend Chondrocyten und/oder Chondroblasten und Knorpelsubstanz; 

c) Knochengewebe enthaltend Osteoblasten und/oder Osteocyten und Knochensubstanz; 
wobei Knorpel- und Knochengewebe fest miteinander verbunden sind. 

2. Biologisches Gelenkkonstrukt nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es eine Gelenkseite aufweist, die 
65 Kontakt zu einem anderen Gelenkteil haben kann und deren Oberflache aus Knorpelgewebe besleht, und eine An- 

kerseite, die zur Verankerung des Gelenkkonstrukts im Knochenschafi dienen kann und die aus Knochengewebe be- 
steht. 

3. Biologisches Gelenkkonstrukt nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Ankerseite wenigstens einen 
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zylinderformigen Zapfen aufweist, der mit einem Knochenschaft verbunden werden kann. 

4. Biologisches Gelenkkonstrukt nach einem der Anspriiche 1-3, dadurch gekennzeichnet, daB es zusatzlich we- 
nigstens eine Bandkomponente umfafit, die zwei Gelenkteile funktionell miteinander verbinden kann. 

5. Biologischer Gelenkersatz, dadurch gekennzeichnet, daB wenigstens zwei Gelenkkonstrukte nach einem der An- 
spriiche 2-4 mit ihren Gelenkseiten Kontakt zueinander haben und mit ihren Ankerseiten in 2 verschiedenen Kno- 5 
chenschaften verankert werden konnen. 

6. Biologischer Gelenkersatz nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB wenigstens zwei Gelenkkonstrukte 
durch wenigstens 2 Bandkomponenten verbunden sind. 

7. Biologischer Gelenkersatz nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, daB er eine Gelenkkapsel aufweist. 

8. Verfahren zur I Ferstellung eincs biologischen Gelenkkonsiruktes, das folgende Schritte umfaBt: io 

a) Bereitstellung einer Knochenkomponente durch Besiedelung eines biovertraglichen Tragermaterials mit 
Osteoblasten; 

b) Bereitstellung einer Knorpelkomponente durch Herstellung einer Suspension von Chondrocvten in einem 
Medium oder Gel oder durch Besiedelung einer biovertraglichen Tragersubstanz mit Chondrocyten; 

c) Verbindung der Knochen- und der Knorpelkomponente, so daB das Tragermaterial in den Knorpel integriert is 

d) Ziichtung des Konstruktes in vitro, vvobei durch Stimulation der Zellen zur Anheftung und zur Synthese ih- 
rer gewebespezifischen extrazellularen Matrix eine biologische Vernetzung der zusammengesetzten Kompo- 
nenten erreicht wird; 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB das Tragermaterial der Knochenkomponente (a) so ge- 20 
formt wird, daB es eine Gelenkseite zur Aufnahme einer Knorpelflache und eine Ankerseite zur Verbindung mit ei- 
nem Knochen aufweist. 

10. Verfahren nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, daB zur Bereitstellung der Knorpelkomponente (b) 
aa) Chondrocyten in der Thrombinkomponente eines Fibrinklebers suspendiert werden, 

bb) diese Suspension mit der Fibrinogenkomponenle des Fibrinklebers gemischt wird, 25 
cc) die Mischung in eine anatomisch gewiinschte Form gebracht wird. 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 8-10, dadurch gekennzeichnet, daB die Knochen- (a) und die Knorpel- 
komponente (b) vor der Verbindung getrennt in vitro kultiviert werden. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB die Verbindung (c) von Knochen- und Knorpelkom- 
ponente mittels Fibrinklebung erfolgt. 30 

13. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB wahrend der Verfestigung des Fibrinklebers bei der 
Herstellung der Knorpelkomponente das noch nicht durch Osteoblasten besiedelte Tragermaterial der Knochen- 
komponente in die Knorpelschicht gedruckt wird, so daB es fest eingebunden wird und, 

daB spater die Besiedelung der Knochenkomponente durch Osteoblasten erfolgt, 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 8-13, dadurch gekennzeichnet, daB es weiterhin die Herstellung einer 35 
Bandkomponente aus faserartigen Materialien und Fibroblasten umfaBt. 

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 8-14, dadurch gekennzeichnet, daB es weiterhin die Herstellung einer 
Kapselkomponente aus faserartigen, membranosen Materialien und Fibroblasten umfaBt. 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 8-15, dadurch gekennzeichnet, daB das Tragermaterial der Knochenkom- 
ponente nach der Formgebung wenigstens eine Bandverbindungsstelle zur Anbringung von Gelenkbandern auf- 40 
weist. 

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 8-16, dadurch gekennzeichnet, daB das Tragermaterial der Knochenkom- 
ponente wenigstens ein Kapselverbindungsareal zur Anbringung einer Gelenkkapsel aufweist. 

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 8-17, dadurch gekennzeichnet, daB wenigstens eine Bandkomponente an 
einer Bandverbindungsstelle der Knochenkomponente gemaB Anspruch 11 angebracht wird. 45 

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 8-18, dadurch gekennzeichnet, daB wenigstens eine Kapselkomponente 
an einem Kapselverbindungsareal der Knochenkomponente gemaB Anspruch 12 angebracht wird. 

20. Verfahren zur Herstellung von Knochengewebe, dadurch gekennzeichnet, daB Spongiosa als Tragermaterial 
verwendet wird. 

21. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB autoklavierte, humane, allogene Spongiosa als Tra- 50 
germaterial verwendet wird. 

22. Verfahren zur Herstellung von Knochengewebe, das folgende Schritte umfaBt: 

a) Isolierung von Knochenzellen oder Knochenvorlauferzellen; 

b) Transfektion der Zellen durch nichl-viralen Gentransfer mit wenigstens einem Gen, das fur einen Wachs- 
tumsfaktor codicrt; 55 

c) Besiedelung eines biovertraglichen Tragermaterials mil den transfizierten Zellen; 

d) Ziichtung der Zell-Tragermaterial-Konstrukte in vitro. 

23. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB die isolierten Zellen vor der Transfektion vermehrt 
werden. 

24. Verfahren nach Anspruch 22 oder 23, dadurch gekennzeichnet, daB die Transfektion durch Lipofektion erfolgt. 60 

25. Verfahren nach einem der Anspriiche 22-24, dadurch gekennzeichnet, daB die Transfektion transient ist. 

26. Verfahren nach einem der Anspriiche 22-25, dadurch gekennzeichnet, daB das transfizierte Gen oder wenig- 
stens eines der transfizierten Gene fur einen Wachstumsfaktor codiert, der aus folgcnder Gruppe auseewahlt isr 
EGF, bFGF, VEGF, BMP-1 bis BMP-20, TGF-B, PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB. 

27. Verfahren nach einem der Anspriiche 22-26, dadurch gekennzeichnet, daB das biovertragliche Tragermaterial 65 
auch mit nicht transfizierten Zellen besiedelt wird. 

28. Verfahren nach einem der Anspriiche 22-27, dadurch gekennzeichnet, daB die isolierten Zellen stromale Zellen 
sind. 
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29. Knochengewebe, enthaltend folgende Bestandteile: 

a) Osteoblaslen, die in vitro durch nicht-viralen Gentransfer mit einem Gen, das fur einen Wachstumsfaktor 
codiert, transfiziert worden sind; 

b) wenigstens ein biovertragliches Tragermaterial. 

5 30. Knochengewebe nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, daB es nach einem Verfahren gemaB einem der 

Anspriiche 22-28 erhalten werden kann. 

31. Verwendung von Knochengewebe gemaB Anspruch 30 bei einem Verfahren zur Herstellung eines biologischen 
Gelenkkonstrukts gemaB einem der Anspriiche 8 bis 21 . 
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Figur 4 
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Figur 5 



Lipofektion(Fugene) humaner Osteoblasten mlt bFGF 
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Figur 7 



Lipofektion (Fugene) humaner Osteoblasten 
mit VEGF 
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